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by Streptococcus Mutans and Proinflammatory Cytokines
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Abstract：Introduction:  Pulpitis is characterized as a marked infiltration of inflammatory cells in 
response to an invasion of caries-related bacteria.  It is well known that chemokines regulate the 
trafficking of lymphocytes, and CC chemokine ligand 20 (CCL20) has been recently shown to play 
a crucial role in the recruitment of memory T cells and immature dendritic cells into inflammatory 
lesions.  We previously reported that CCL20 was mainly expressed in microvasucular endothelial cells 
and macrophages accumulated in inflamed pulp tissues and its specific receptor; CCR6, was expressed 
on infiltrated lymphocytes.  However, the mechanism of CCL20 expression remains unclear.
Methods and Results:  In this study, we investigated the expression of CCL20 in monocytes/
macrophages, endothelial cells and pulpal fibroblasts after stimulation with Streptococcus mutans, 
a representative of caries-related bacteria, or pro-inflammatory cytokines.  CCL20 mRNA was 
detected in inflamed pulp, but not in clinically normal pulp by reverse transcription-polymerase chain 
reaction.  S. mutans induced human monocytic cells (THP-1), macrophage-like THP-1 differentiated 
with phorbol myristate acetate, and human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) to produce an 
increased level of CCL20 as demonstrated by enzyme-linked immunosorbent assay.  Lipoteichoic 
acid from S. mutans also elicited CCL20 production by HUVEC.  Moreover, CCL20 production from 
cultured pulpal fibroblasts was increased by the stimulation with inetrleukin-1β and tumor necrosis 
factor-α.
Conclusion:  Our results indicate that CCL20 expression is induced by stimulation with caries-related 
bacteria invaded deeply into dentinal tubules and pro-inflammatory cytokines in inflamed pulpal 
lesions and may be involved in the progression of pulpitis via accumulation of inflammatory cells.
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１．はじめに
　歯髄には樹状細胞や常在性マクロファージ，Tリンパ
球といった免疫担当細胞が常時存在することが知られ
ており1），う蝕の進展に伴う細菌侵襲により免疫応答が
順次惹起されて歯髄炎が成立するものと考えられてい
る1-5）。事実，浅在性象牙質う蝕病巣では，歯髄炎の初
期反応と考えられる樹状細胞の限局性の集積がう蝕侵襲
部に相当する象牙芽細胞近傍に認められ2），さらにう蝕
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細菌が象牙質の深部にまで侵入し歯髄に近接すると，リ
ンパ球，マクロファージ，好中球などの炎症性細胞浸潤
が認められるようになり3）炎症病変，すなわち歯髄炎と
なる。リンパ球は炎症歯髄におけるその細胞浸潤の中心
的存在であり，特に T細胞は主たるリンパ球ポピュレー
ションであることから5-6），歯髄炎の成立に重要な役割
を果たしていると考えられる。一般的に，炎症局所に
集積した T細胞は CD45RA（ナイーブ T細胞マーカー）
よりも CD45RO（メモリー T細胞マーカー）を優位に発
現していることが知られており7），歯髄炎でも CD45RO
発現細胞の集積が示唆されている5）。このような炎症局
所部位へのメモリー T細胞の血管外遊走には，走化因
子であるケモカイン等が重要な役割を果たしていること
が報告されている8）。
　ケモカインは白血球走化性・活性化作用を有し，塩
基性でヘパリン結合性の強いタンパク質群で，炎症反
応のみならず造血制御や血管新生などさまざまな生命現
象に密接に関与することが知られている9-13）。歯髄炎に
おけるケモカインの発現に関する報告については，IL-8
の発現細胞は象牙芽細胞や単核細胞であるという Huang
らの報告14）や，正常な象牙芽細胞層においても IL-8 の
mRNA発現が認められるというLevinらの報告15）がある。
しかしながら，歯髄炎の炎症局所におけるケモカインの
発現とリンパ球浸潤・組織破壊・病態形成との関連につ
いてはいまだに不明な点が多い。
　ケモカインはシステイン残基の位置から大きく CXC，
CC，CX3Cの３つのサブファミリーに分類されるが，近
年，CCケモカインファミリーに属する新しいケモカイ
ン CC Chemokine Ligand 20（以下，CCL20 と略す）が
同定された16）。CCL20 は，小腸，大腸，虫垂などの腸
管組織17, 18），表皮角化細胞や真皮の微小血管内皮細胞な
どの皮膚組織19），リンパ節17），扁桃20）などに発現してお
り，アレルギー性気管支炎や皮膚疾患の一つである乾
癬においてその発現が増強されている21, 22）。しかしなが
ら，歯髄炎での発現はいまだに不明で，病態形成との関
連に興味が持たれる。また，CCL20 の特異的な CCケモ
カインレセプターである CCR6 は，メモリー／活性化 T
細胞，未成熟樹状細胞，ナイーブ B細胞に発現してお
り，それらの細胞は CCL20 に対して遊走活性を有して
いることが報告されている20, 23）。しかしながら，歯髄炎
の病変局所へのリンパ球の浸潤における CCR6 の役割に
ついても不明である。本稿では，歯髄炎病変局所におけ
る CCL20 の発現パターンとその役割を解析すべく検討
を行った結果を述べる。
２．歯髄組織におけるCCL20，IL-8，IL-1β，
TNF- αの遺伝子発現
　RT-PCR法により CCL20 遺伝子の発現は，炎症歯髄
組織では９症例中３症例に認められたが，臨床的正常歯
髄組織では明確な発現は認められなかった。また，IL-8
や IL-1βの遺伝子発現は，臨床的正常歯髄組織にくら
べ，炎症歯髄組織でより強く認められたが，TNF-α 遺
伝子の発現については明らかな差異は認められなかった
（図１）。
表１　PCRに用いた特異的プライマーの塩基配列
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図１　臨床的正常歯髄組織および炎症歯髄組織における CCL20，IL-8，IL-1β，TNF-αの遺伝子発現
歯髄組織から total RNAを抽出し，CCL20，IL-8，IL-1β，TNF-αの遺伝子発現を RT-PCR法にて検
討した。CCL20 の遺伝子発現は，炎症歯髄組織では９症例中３症例に認められたが，臨床的正常
歯髄組織では全ての症例において明確な発現は認められなかった。また，IL-8 や IL-1βの遺伝子
発現は，臨床的正常歯髄組織にくらべ，炎症歯髄組織でより強く認められた。これらに対して，
TNF-αの遺伝子発現については，明らかな差は認められなかった。
３．Streptococcus mutans が THP-1 細胞からの
CCL20 および各サイトカイン産生に及ぼす影響
　RT-PCR法，ELISA法により，単芽球細胞である THP-1
細胞を代表的なう蝕関連細菌の S. mutansで一定時間刺
激すると，CCL20，IL-8，IL-1β，TNF-αの mRNAレベル
における発現誘導（図２Ａ）およびタンパクレベルにお
ける産生上昇（図２Ｂ）が認められた。また，THP-1 細
胞を phorbol myristate acetate（PMA）にてマクロファー
ジ様細胞に分化させたのち，生菌状態の S. mutansで刺
激すると，mRNAレベルにおいて CCL20 の発現増強が
認められたが，熱処理により不活性された S. mutansに
よる影響は認めらず（図３Ａ），タンパクレベルにおい
ても同様の傾向が認められた（図３Ｂ）。
４．HUVECからのCCL20 および接着分子の産生
　以前に我々は，炎症歯髄組織において CCL20 が歯髄
血管内皮細胞に局在していることを報告しており24），炎
症性細胞浸潤を伴う疾患である歯髄炎において，血管
内皮細胞は炎症性細胞の供給に大きな役割を果たし，さ
らに炎症局所へのリンパ球の血管外遊出や細胞浸潤に，
様々な接着分子やケモカインが関与していることが考え
られる。
　S.mutans で HUVEC を一定時間刺激し RT-PCR 法に
て検討したところ，CCL20 は4,000 MOI（multiplicity of 
infection）で刺激したときのみ持続的な遺伝子発現が認
められ，さらに VCAM-1 では全ての菌濃度において刺
激後24時間でその発現が認められたが，ICAM-1 発現に
おける S. mutansの影響は認められなかった（図４Ａ）。
また，培養上清中の CCL20 タンパク濃度を ELISA法
にて定量したところ，刺激後24時間で菌の濃度に依存
して CCL20 タンパク濃度の有意な上昇が認められた
（図４Ｂ）。
　次にグラム陽性菌の表面構成成分であるリポタイコ
酸（LTA）が血管内皮細胞に及ぼす影響を解析するため，
S. mutans由来 LTAを用いて HUVECを刺激し，CCL20
および VCAM-1，ICAM-1 の遺伝子発現を RT-PCR法にて
解析した。mRNAレベルにおいて CCL20 発現は，LTA濃
度 10μg / mlで刺激後24時間，100μg / mlで刺激後12時間
から24時間まで認められ，また VCAM-1 の発現は，LTA
濃度 10μg / mlで刺激後12時間，100μg / mlで刺激後12時
間から24時間まで認められた（図５Ａ）。また，培養上
清中においても刺激後24時間で LTAの濃度に依存して
CCL20 タンパク濃度の有意な上昇が認められた（図５Ｂ）。
５．歯髄細胞からのCCL20 および IL-8 の産生
　歯髄組織の大部分を構成する歯髄線維芽細胞は，細
菌性因子による影響を受けると，炎症性サイトカイン
や組織破壊因子などを産生することが知られており，不
可逆性歯髄炎と診断された歯髄組織においても IL-1βや
TNF-αレベルが健常歯髄と比較して有意に上昇してい
ることが報告されている25, 26）。歯髄細胞を IL-1βで刺激
すると，タンパクレベルにおいて CCL20 および好中球
遊走因子である IL-8 の時間依存的な産生誘導が認めら
れ，この傾向は TNF-αにて歯髄細胞を刺激しても同様
であった（図６Ａ）。
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図３　S. mutans刺激によるマクロファージ様 THP-1 細胞からの CCL20 遺伝子発現（A）およびタンパク産生（B）
（A）PMAにより分化させたマクロファージ様 THP-1 細胞を S. mutans（400 MOI）にて刺激した後，total RNA
を回収し CCL20 の遺伝子発現を RT-PCR法により解析した。生菌状態の S. mutans刺激により CCL20 の発
現は持続的に認められたが，不活化された S. mutansによる影響は認められなかった。
（B）マクロファージ様 THP-1 細胞を S. mutans（400 MOI）にて刺激し，培養上清中の CCL20 タンパク濃度を
ELISA法にて定量したところ，生菌状態の S. mutansで刺激24時間後に CCL20 タンパクの産生上昇が認め
られた。
＊ p＜0.05；無刺激コントロールと比較して有意差を認めた。
図２　S. mutans刺激による単芽球 THP-1 細胞からの CCL20 や IL-8，炎症性サイトカインの遺伝子発現（A）および
タンパク産生（B）
（A）THP-1 細胞を S. mutans（400 MOI）にて経時的に刺激した後，total RNAを回収し CCL20，IL-8，IL-1β，
TNF-αの遺伝子発現を RT-PCR法により解析した。S. mutans刺激により mRNAレベルにおける全ての発現
誘導が認められた。
（B）THP-1 細胞を S. mutans（400 MOI）にて刺激し，培養上清中の CCL20，IL-8，IL-1β，TNF-αのタンパク濃
度を ELISA法にて定量した。タンパクレベルにおいても全ての産生上昇が認められた。
＊ p＜0.05；無刺激コントロールと比較して有意差を認めた。
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図４　S. mutans刺激による HUVECの CCL20 および接着分子の遺伝子発現（A）および CCL20 のタンパク産生（B）
（A）HUVECを各菌濃度の S. mutansで経時的に激した後，total RNAを回収し，CCL20，ICAM-1，VCAM-1 の
遺伝子発現を RT-PCR法によって解析した。4,000 MOI濃度で刺激したときのみ，刺激後４時間から24時間
まで CCL20 遺伝子の発現誘導が認められた。また，VCAM-1 の遺伝子発現は，刺激後24時間で，全ての菌
濃度において認められた。なお , ICAM-1 の遺伝子発現における S. mutansの影響は認められなかった。
（B）HUVECを同様に S. mutansで刺激した後，培養上清を回収し，CCL20 タンパク濃度を ELISA法によって定
量した。刺激後24時間で S. mutansの濃度に依存して，CCL20 タンパクの産生上昇が認められた。
＊ p＜0.05；無刺激コントロールと比較して有意差を認めた。
図５　S. mutans LTA刺激によるHUVECのCCL20 および接着分子の遺伝子発現（A）およびCCL20 タンパクの産生（B）
（A）HUVECを S. mutans由来 LTAで一定時間刺激した後，total RNAを回収し，CCL20，ICAM-1，VCAM-1 の
遺伝子発現を RT-PCR法により解析した。10μg / mlの LTAでは刺激後24時間で，100μg / mlの LTAでは
刺激後12時間および24時間で CCL20 遺伝子の発現誘導が認められた。また，VCAM-1 の遺伝子発現は，
10μg / mlの LTAでは刺激後12時間で，100μg / mlの LTAでは刺激後12時間および24時間で認められた。ま
た，ICAM-1 の遺伝子発現における S. mutans LTAの影響は認められなかった。
（B）HUVECを同様に S. mutans LTAで刺激した後，培養上清を回収し，CCL20 タンパク濃度を ELISA法により
定量した。刺激後24時間で LTAの濃度に依存して，CCL20 タンパク濃度の上昇が認められた。
＊ p＜0.05；無刺激コントロールと比較して有意差を認めた。
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図６　サイトカイン刺激による歯髄細胞の CCL20 および IL-8 産生
（A）歯髄細胞を IL-1βで４，12時間刺激した後，培養上清を回収し，CCL20 および IL-8 のタンパク濃度を
ELISA法により測定した。IL-1βで歯髄細胞を刺激したときの CCL20 および IL-8 のタンパク濃度は，刺激
後４時間から12時間まで，コントロールにくらべ上昇した。
（B）歯髄細胞を TNF-αで４，12時間刺激した後，培養上清を回収し，CCL20 および IL-8 のタンパク濃度を
ELISA法により解析した。TNF-αで歯髄細胞を刺激すると，刺激後12時間で TNF-αの濃度に依存して
CCL20 のタンパク濃度の上昇を認めた。また，IL-8 タンパク濃度は，10ng/mlの TNF-α刺激により、刺激
後４時間でコントロールに比べ上昇した。また , 全ての濃度の TNF-α刺激において，刺激後12時間でコン
トロールにくらべ上昇した。
＊ p＜0.05；無刺激コントロールと比較して有意差を認めた。
６．まとめ
　近年，CCL20 はメモリー T細胞の浸潤に重要な役割
を担っていることが明らかになってきた27, 28）。Liaoら
は in vitroにおいて，CCL20 が T細胞のメモリーサブ
セットを特異的に集積させることを報告している23）。
多数のリンパ球浸潤が認められる歯髄炎においても，
CCL20 はその浸潤に重要な働きをしていると推察され
る。CCL20 は乾癬やアトピー性皮膚炎においてその発
現が報告されているが，その主たる産生細胞として，病
巣局所の上皮細胞が挙げられている22, 28, 29）。Tanakaらも，
LPSを投与したマウスの腸管上皮細胞において CCL20 
が誘導されることを報告しており30），CCL20 産生細胞と
して上皮細胞が有力と考えられるが，歯髄組織には通常
上皮細胞が存在していない。我々は以前に歯髄炎におけ
る CCL20 産生細胞を免疫組織化学的に解析し，CCL20 
が炎症歯髄組織に浸潤したマクロファージや血管内皮細
胞から産生されることを報告した24）。これは他の組織で
の CCL20 発現パターンと異なっており，この差異が歯
髄炎の病態形成にどのように影響しているを検討するこ
とが今後の課題の一つであろう。
　マクロファージや血管内皮細胞の CCL20 発現のメカ
ニズムを明らかにする目的で，代表的なう蝕関連細菌
である S. mutansがこれらの細胞に作用し，CCL20 を
産生しうるかどうかを in vitroの系において検討した結
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果，PMAによりマクロファージ様に分化させた THP-1
細胞から CCL20 が産生され（図３Ａ，Ｂ），この結果
は Schutyserらの報告31）と一致しており，歯髄炎におい
てもマクロファージは恒常的に CCL20 を産生している
可能性が考えられる。さらに生菌の S. mutans刺激によ
り，単芽球 THP-1 細胞およびマクロファージ様 THP-1 
細胞の両者において CCL20 の発現誘導が認められた
（図２，３）。これらのことから単球が血管から遊走し，
歯髄内で細菌刺激を受けマクロファージに分化しながら
CCL20 を発現し，増強していることが推察される。
　う蝕の進行に伴い歯髄炎が発症・進行すると，細菌
侵襲に対する生体防御として歯髄組織に炎症性細胞浸
潤が認められるようになる。一般に，リンパ球の炎症
部位への集積はケモカインおよび接着分子により調節
されており8, 32），CCL20 はリンパ球と血管内皮細胞との
接着に関与することにより，リンパ球浸潤に重要な働
きをすることが報告されている27, 33）。中西らは免疫組織
化学的な検索により炎症歯髄血管内皮細胞が CCL20 を
発現しており，歯髄炎においても炎症性細胞の供給に血
管内皮細胞の CCL20 発現が重要であることを示してい
る24）。S. mutansが血管内皮細胞の CCL20 発現に及ぼす
影響について検討したところ，S. mutansの刺激により
血管内皮細胞からの CCL20 の発現増強を認めた（図４）。
このメカニズムを解析する目的で，血管内皮細胞に対す
る S. mutans の LTAの影響を検討したところ，CCL20 の
産生増強が認められた（図５）。これらの結果は，う蝕
による露髄部から侵入した細菌が歯髄組織内に拡散し，
細菌自体や菌体表面の LTAを介して血管内皮細胞から
の CCL20 産生を促進している可能性を示している。な
お，血管内皮細胞の活性化を判定する指標として，接着
分子である ICAM-1 および VCAM-1 の遺伝子レベルの
発現についても検索したところ，S. mutansや S. mutans
由来 LTA刺激による VCAM-1 の発現誘導を認めた（図
４Ａ，図５Ａ）。VCAM-1 は，免疫グロブリンスーパー
ファミリーに属する接着分子であり，IL-1 や TNF-αで
内皮細胞を活性化することによって発現し，炎症部位へ
のリンパ球浸潤に関与するとされており34），S. mutans に
よっても VCAM-1 の発現を介して，局所へのリンパ球
を集積させる可能性が考えられる。
　また，歯髄線維芽細胞もサイトカイン刺激に対して
CCL20 産生能を有することが明らかとなった（図６）。
これまでに，皮膚組織由来線維芽細胞や慢性関節リウ
マチ組織由来線維芽細胞様細胞，変形性関節症組織由来
線維芽細胞様細胞，角膜組織由来線維芽細胞においても
IL-1βや TNF-αに対して CCL20 発現誘導が増強される
ことが報告されている22, 35-38）。しかしながら，S. mutans
による歯髄線維芽細胞の CCL20 発現を検討したところ，
全く CCL20 発現を確認できなかった（data not shown）。
これまでに炎症歯髄組織中の線維芽細胞が CCL20 を発
現しているとの報告はないが，炎症性細胞の集積部位に
歯髄線維芽細胞が存在していることから考えても , マク
ロファージなどから産生されるサイトカインの刺激を受
けた歯髄線維芽細胞が CCL20 の供給源となっている可
能性は否定できない。
　今回の結果には示していないがマクロファージ様
THP-1 細胞を生菌 S. mutansで刺激すると，好中球遊
走因子である IL-8 の発現誘導を認めた。THP-1 細胞に
おける IL-8 の産生は Streptococcus intermedius刺激また
は Porphyromonas gingivalis や Fusobacterium nucleatum
の LPS刺激によって認められることが報告されてい
る39, 40）。一方，末梢血から分離した単核球を S. mutans
で刺激すると mRNAレベルでの IL-8 の発現誘導は認め
られるものの，タンパク産生については Porphyromonas 
gingivalis や Actinobacillus actinomycetemcomitans の方が
強い IL-8 の誘導能を有すると報告されており41），マク
ロファージにおいてもこのような菌種間における反応性
の違いがあることが推察される。今後 Lactobacillusなど
S. mutans以外のう蝕細菌に対するマクロファージや血
管内皮細胞，歯髄線維芽細胞の CCL20 産生を検討して
いくことが重要な課題であろう。
　近年，歯髄炎から波及することの多い歯根肉芽腫にお
いて，MIP-1α（CCR5リガンド），MIP-1β（CCR5リガンド），
interferon-γ-inducible protein (IP)-10（CXCR3リガンド）
といったケモカインやそれらのレセプターである CCR5 
あるいは CXCR3 発現細胞が高頻度に観察されていると
の報告があり42），歯髄炎の病態形成における CCL20 以
外のケモカインの果たす役割にも興味が持たれる。今
後，CCL20 のみならず他のケモカインやケモカイン -ケ
モカインレセプターとのネットワークが , どのように炎
症性細胞の浸潤，そして歯髄炎の不可逆化へ関与するの
かを明らかにすることが今後の課題と考えられる。
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